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図２－６ メタン発酵における Gentamicin添加の影響 
 
図３－１ メタン発酵に及ぼす二硫化ジメチルの影響 
図３－２ 3,4,5-methoxybenzoate で培養したMTS5株 
図３－３ SDN4株を dimethyl sulfide と硝酸塩で培養した際の生育と関連物質の経時変化 
 







表２－１ Methanosarcina sp. 用 (pH=7.2) 培地組成 
表２－２ Sulfate reducer 用 (pH=7.2) 培地組成 
表２－３ Methanosarcina sp. と Sulfate reducer の混合培養用 (pH=7.0) 培地組成 
表２－４ 20 Lの培養槽実験用培地組成 
表２－５ 20L培養槽実験用 mineral solution 組成 
表２－６ メタン生成細菌と硫酸還元菌の最小阻害濃度 







表３－２ Acidic non-chelated trace element solution 
表３－３ Chelated trace element solution 
表３－４ Alkaline trace element solution 
表３－５ Vitamin7 solution 
表３－６ 分離した３株の生理学的特徴 
表３－７ 分離した３株の電子供与体スペクトル 




































































































































(DSM2906)、硫酸還元菌として、Desulfotomaclum nigrificans (DSM574)、及び、Desulfovibrio 
thermophilus (DSM1276) であ る 。 Methanosarcina sp. と Desulfotomaclum nigrificans 








実験は 20 ml容のゴム・アルミシール式試験管を用いて行った。この試験管に 8.5 ml（混合
培養時には 13.5 ml）の培地を分注、上部ガスを置換し、ゴム栓、アルミシールを施し、オートク
レーブした。実験の開始時におよそ 1,000ml当たり 8 gの乾燥菌体を含む菌体液を 0.5 mlず
つ注入した。最後に最終濃度の 10倍（混合培養時には 30倍）に濃縮した阻害物質液 1.0 ml







50 Lで、培養槽内は 1日当たり有効容積の 50倍量（1,000 l/d）の循環を行っている。培養槽






体クロマトグラフの分析条件は、分離カラムに昭和電工製 Ionpak KC-810P、及び KC-811(8 
mm ID × 300 mm)を２本使用し、60 ℃のオーブンで使用した。溶離液として、3 mMの過塩
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素酸溶液を毎分 1mlで流し、その後示差屈折計で測定した。その後、溶離液を 15 mM リン酸






一次スクリーニングとして 88 種の物質を検討した。内訳は、抗生物質 26 種、界面活性剤 25
種、色素 5種、その他の化学物質 32種である。 
一次スクリーニングの濃度は 10 mg/l で行い、Methanosarcina sp. と、Desulfotomaclum 
nigrificans の生育確認は、培養開始 1 週間後と 2 週間後に行った。生育確認は、





Lincomycin、及び、Rifampicin の 6 種が有効と判断された。他に試験した抗生物質は、




界面活性剤では、Dodecylbenzene sulfonic acid、Polyethylene glycol stearylamine の 2種
が 有 効 で 、 Aracel C 、 Benzyldimethylcethyammonium chloride 、
Benzyldimethylphenylammonium chloride 、 Cetylpyridinium bromide 、 Cetylpyridinium 
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chloride 、 Cetyltrimethylammonium bromide 、 Polyethylene glycol monocetyl ether 、
Polyethylene glycol monolaurate、Polyethylene glycol monolauryl ether、Polyethylene glycol 
mono-p-nonylphenyl ether、Polyethylene glycol monostearate、Span 20、Span 40、Span 60、
Span 80、Span 85、Triton X-100、Tween 20、Tween 40、Tween 60、Tween 80、及び、Tween 85 
の 23種については効果が認められなかった。 
色素では Crystal violet のみ有効で、Beet red、 Cochineal pigment、 Fuchsin、及び、 
Monascus pigment については有効性が認められなかった。 
その他の化学物質のグループでは、Trinitrophenol、及び、Verapamil-HCl の 2種が有効で、
Antipyrine 、 L-ascorbic acid 、 Camphor 、 Catechol 、 Chlorohydroquinone 、
2-Chloro-4-nitrophenol 、 dl-chlorpheniramine maleate 、 Chlorpromazine-HCl 、 o-cresol 、
m-Cresol 、 p-Cresol 、 Dibucaine-HCl 、 m-Dinitrobenzen 、 Diphenhydramine-HCl 、 EDTA 、
l-Epinephrine、meso-Erythritol、Griseofulvin、Guaiacol、Guanidine thiocyanate、Hibitane、







時の 10 mg/lだけでなく、5、10、25、50、100 mg/lの各濃度水準で実験を行った。一次スクリー
ニングの結果と、２次スクリーニングの結果には若干の違いも生じたが、その違いが生じる主な
原因は、接種に用いた微生物の活性が同一にはならないことに起因すると考えている。実験










Methanosarcina sp. (DSM2906)と Desulfotomaclum nigrificans (DSM574)の混合培養は、














まずは Dodecylbenzene sulfonic acid について検討した。薬剤の発酵槽への注入方法は、
培地に一定濃度 (25 mg/l) 添加することで行った。この結果を表２－７に示す。この結果、
Dodecylbenzene sulfonic acid 添加による硫酸の消費量などに低下が見られず、実際の嫌気
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性微生物群においては、Dodecylbenzene sulfonic acidは効果がないと考えられた。 
次に Gentamicinの検討を行った。Gentamicinは、培地中に 50 mg/lの濃度で添加し、その
























































































































































(運転条件) Run 1： pHを 6.5～7.0で運転 
  Run 2： pHを 7.0～7.5で運転 
  Run 3： 供給量を低下 
  Run 4： 供給量を増加 










































  図２－２ 発酵槽運転 pH と硫酸還元割合の関係 
  These data was obtained by continuous operation with the effluent 





表２－１ Methanosarcina sp. 用 (pH=7.2) 培地組成 










L-cystein monohydochloride, monohydrate 0.4 
Resazurin 0.001 
Yeast extract 2.0 
Peptone 2.0 
Methanol 10 
Vitamin solution (DSM medium 141) 10※ 
  ※：単位は ml 
 
 
表２－２ Sulfate reducer 用 (pH=7.2) 培地組成 





Yeast extract 5.0 
Peptone 5.0 






表２－３ Methanosarcina sp. と Sulfate reducer の混合培養用 (pH=7.0) 培地組成 








Sodium DL-lactate (60%) 3.0 
Na2S･9H2O 0.3 
L-cystein monohydochloride, monohydrate 0.4 
Resazurin 0.001 
Yeast extract 2.0 
Peptone 2.0 
Methanol 10 






表２－４ 20 Lの培養槽実験用培地組成 






Residue of alcohol distillate 0.1 
Methanol 10 
Mineral solution（表２－５参照） 1（※） 
 ※：単位は ml 
 
 
















































図２－４  二次スクリーニング時の実験写真（2週間経過後） 
   阻害剤：Lincomycin （左より 100, 50, 25, 10, 5 mg/l） 
   A: Methanosarcina sp. (DSM 2906) 











Methanosarcina sp.  
(DSM 2906) 
Bacitracin >10 >100 
Gentamicin <5 >100 
Josamycin  
(100 mg/l, not tested) 
<5 >50 
Kitasamycin 
(50,100 mg/liter, not tested) 
<5 >25 
Lincomycin >10 >100 
Rifampicin 
(100 mg/liter, not tested) 
<5 >50 
Dodecylbenzene sulfonic acid >10 >25 
Polyethylene glycol stearylamine >10 >10 
Crystal violet >10 >10 
Trinitrophenol >5 >10 



























図２－５  混合培養における阻害物質添加のガス発生に与える影響 
  ▲：阻害物質なし 
  ■：Gentamicin (10 mg/liter) 





表２－７ メタン発酵槽における Dodecylbenzene sulfonic acid添加の影響 
 Dodecylbenzene sulfonic acid 
concentration (mg/liter) 
0 25 
COMPONEMTS IN EFFLUENT   
Sulfate (mg/l) 4,310 4,180 
Methanol (mg/l) 0 0 
Acetate (mg/l) 12 33 
Propionate (mg/l) 0 0 
Total organic carbon (mg/l) 40 54 
Inorganic carbon 164 188 
OPERATION CONDITIONS   
Feed rate (l/d) 25.1 28.2 
Gas production (l/d) 174 196 
Methane gas content (%) 71 71 
Gasification (%) 99 99 







 Archea Eubacteria 
Cell wall Protein Peptidoglycan 
Cell membrane Lipid (ether) Lipid (ester) 
Ribosome 50s 30s 50s 30s 
     50s subunit 40 proteins 34 proteins 






Antibiotics Mechanisms of action 
Gentamicin Protein synthesis inhibitor by binding Ribosome 30s subunit 
Bacitracin Peptidoglycan synthesis inhibitor 
Rifampicin RNA polymerase inhibitor 
Josamycin Protein synthesis inhibitor by binding Ribosome 50s subunit 
Lincomycin 
Macrolide antibiotics 

















































































































Gentamicin 50mg/L, 53L feed
 
 






Substance & Concentration (mg/liter) 
Desulfotomaculum 
nigrificans 
(DSM 574) at 55 ℃ 
Desulfovibrio 
thermophilus  
(DSM 1276) at 65 ℃ 
Gentamicin 
5 － － 
10 － － 
25 － － 
Dodecylbenzene sulfonic 
acid 
5 ＋ ＋ 
10 ｗ  
25 － － 
Verapamil-HCl 
5 ＋ ＋ 
10 ＋ ＋ 
25 －  















Verapamil-HCl Sulfate Lactate 
0 0 0 20 820 55 
0 0 50 25 770 49 
0 10 0 20 750 52 
0 10 50 9 690 53 
25 0 0 30 0 0 
25 0 50 24 0 0 
25 10 0 18 0 0 





































ル 1,100 mg/l、二硫化ジメチル：210 mg/l、テルペン：100 mg/l であった。これら２つの発酵槽
汚泥の起源は東京都内の酵母工場における嫌気消化汚泥であり、同一である。 
次に集積培養について述べる。集積培養は、含硫有機化合物を基質として含む培地に２％
の汚泥を添加した方法と、これらを試験管を用いて 10 倍ずつ 4 回、10,000倍にまで希釈した
直接希釈法の２方法を平行して行った。分離に使用したWiddel and Bakの培地組成 17)を参考
にして、表３－１に示す組成を使用した。また、培地に使用した Trace element solution の組成
を表３－２から表３－５に示す。 
直接希釈法における基質濃度は当初メタノールを 20 mM、メチルメルカプタン 2 mMで行い、
メタン生成細菌の分離を目的とする系では 250 µm の２－ブロモエタンスルホン酸を、硫酸還
元菌の分離を目的とする系には、15 µm のリファンピシンを含む系も併せて検討した。従来の











地をあらかじめ調整・滅菌しておいた。分離に使用する試験管に 70 mg ずつゲルライトを計り
取り、3 ml の精製水を加えたのちアルミキャップをかぶせてオートクレーブ滅菌した。オートク
レーブ終了後、90 ℃位でオートクレーブ装置より取り出し、80 ℃に調整した水浴に浸してお
く。また、先に調整した濃縮培地は 60 ℃の水浴に浸しておいた。 
ゲルライトを使用した希釈法の手順は以下の通りである。まず、ゲルライト試験管を 80 ℃の
水浴から 60 ℃の水浴に７本移す。濃縮培地を 7 mlずつそれぞれの試験管に加える。集積培
養液中の菌体数を勘案し、適当量（菌体数：約 106）の培養液を 1本目に加え、滅菌したピペッ
トで良く攪拌し手早く２本目に 1 ml 加える。順次攪拌、希釈を行った後、還元剤として嫌気状
態に保たれた上で滅菌されている、0.2 Mハイドロサルファイトナトリウム溶液を試験管1本あた





まず滅菌した試験管に培地を 10 ml ずつ取り、実体顕微鏡下でパスツールピペットの先端を
細くしたものを使用してコロニーを拾い液体培地に移す。移植後はゲルライトによる分離時と

























およそ 7g/lまでである。生育に必須の物質は 3株共通でビオチンであった。次に DNAの GC
含量測定を行った。DNAの抽出、及び GC 含量の測定は、DSMZ（Deutsche Sammlung von 




量を得た 20)。測定の結果、MTS5 株と TDS2 株は近似した値を示し、それぞれ 56.6、及び、









































 (CH3)2S + 3/2NO3- + 3/2H2O → 2HCO3- + HS- + 3/2NH4+ 














Harder と van Dijken 21)によれば、菌体構成物の標準組成は C4H7O3で表すことができるとさ
れており、これを勘案するとメチルメルカプタンからの菌体生成は、以下の式に表される。 
 
 17CH3SH + 7HCO3- → 6C4H7O3 + 17HS- + 10H+ + 3H2O 
 
 この式により、理論的には 17 molのメチルメルカプタンから 619 gの乾燥菌体が得られること
になる。したがって、実験で得られた 2.62 gの乾燥菌体の生成には、メチルメルカプタン 0.072 




は、メチルメルカプタンの 1 モルの消費当たり 1.696 mol となる。これは実験的に得られた値





 17(CH3)S + 14HCO3- → 12C4H7O3 + 17HS- + 3H+ + 6H2O 
 
理論的には 17 molの硫化メチルから 1,237 gの乾燥菌体が得られることになり、これにより、
6.01 gの乾燥菌体生成には 0.083 Mの硫化メチルが必要だとわかる。さらに、１モルから 0.083 
Mを差し引いた 0.917 Mの硫化メチルは硫酸還元を経由して ATP合成に使われたことになる。
これから求めた理論的な硫化物生成量は、硫化メチル 1 molの消費当たり 2.376 mol となり、





時に 1.48 と、次式より得られる理論値 0.75、1.5にそれぞれ近似していると考えられた。 
 
 CH3SH + 0.75SO42- → HCO3- + 1.75HS- + 1.25H+  
       ∆G0’ = -47.3KJ/mol MSH 
 
 (CH3)2S + 1.5SO42- → 2HCO3- + 2.5HS- + 1.5H+ 






た。それまで、Desulfotomaculum 属に属する２株、D, orientis DSM765、及び、D. 















































































































































































































(a) Effects of several conditions on methane and methylmercaptan production in medium 
containing dimethyl disulfide. (〇：Control, △▲：Addition of Yeast extract and Peptone 
(0.5g/l each), □■：H2 :CO2 = 4:1 headspace gas) 
(b) Effects of glucose on methane and methylmercaptan production in medium containing 














Trace element solution 
（３種のうちいずれか１液添加） 
2ml (Acidic non-chelated：表３－２) 
1ml (chelated：表３－３) 
1ml (Alkaline：表３－４) 
Vitamin7 solution （表３－５） 1ml 
Cyanocobalamin solution (50mg/liter) 1ml 
Thiamine solution (0.3mM/liter of 200 mM 






表３－２ Acidic non-chelated trace element solution 
 ( g/liter ) 
FeCl2･4H2O 1,000 mg 
ZnCl2 70 mg 
MnCl2 80 mg 
H3BO3 6 mg 
CoCl2･6H2O 130 mg 
CuCl2･2H2O 2 mg 
NiCl2･2H2O 24 mg 
Na2MoO4･2H2O 36 mg 
50mM HCl solution 1,000 ml 
 
表３－３ Chelated trace element solution（化学量論検討時にのみ使用） 
 ( g/liter ) 
FeSO4･7H2O 1,100 mg 
ZnCl2 42 mg 
MnCl2･4H2O 50 mg 
H3BO3 300 mg 
CoCl2･6H2O 190 mg 
CuCl2･2H2O 2 mg 
NiCl2･6H2O 24 mg 
Na2MoO4･2H2O 18 mg 






表３－４ Alkaline trace element solution 
 ( g/liter ) 
Na2SeO3･5H2O 6 mg 
Na2WO4･2H2O 33 mg 
10mM NaOH 1,000 ml 
 
 
表３－５ Vitamin7 solution 
 ( g/liter ) 
4-aminobenzoate 40 mg 
Folic acid 30 mg 
Lipoic acid 10 mg 
Nicotine acid 100 mg 
Calcium D-(+)-pantothenic acid 50 mg 
Pyridoxamine dihydrochloride 100 mg 
D-(+)-biotin 10 mg 








MTS5 TDS2 SDN4 
G+C content (mol%) 56.6 57.0 48.3 
Length (µm) 1.8～4.5 2.5～5.5 2.8～5.0 
Width (µm) 0.5～0.8 0.5～0.7 0.6～0.8 










Optimum temperature (℃) 55～60 55～63 55～60 
Growth temperature (℃) 55～60 50～65 55～63 
Optimum pH 6.9 6.8 7.0 







                                           10 µm 





Electron donor (mM) MTS5 TDS2 SDN4 
Methyl mercaptan (5) ＋ － ＋ 
Dimethyl sulfide (5) － ＋ ＋ 
Hydrogen (autotrophically) (gas phase) ＋ ＋ ＋ 
CO + acetate (1) ＋ ＋ ＋ 
Formate (10) + Acetate (1) ＋ ＋ ＋ 
Acetate (10) ＋ ＋ ＋ 
Propionate (10) ＋ ＋ ＋ 
Butyrate (10) ＋ ＋ ＋ 
Isobutyrate (5) ＋ ＋ ＋ 
3-Methylbutyrate － ＋ － 
Valerate (5) ＋ ＋ ＋ 
Caproate (3) ＋ ＋ ＋ 
Caprylate (1) ＋ ＋ － 
Alanine (5) ＋ ＋ － 
Lactate (10) ＋ ＋ ＋ 
Pyruvate (10) ＋ ＋ ＋ 
Fumarate (10) ＋ ＋ ＋ 
Malate (10) ＋ ＋ ＋ 
Succinate (5) ＋ ＋ ＋ 
Methanol (5) － ＋ ＋ 
Ethanol (5) ＋ ＋ ＋ 
Propanol (5) ＋ ＋ ＋ 
Glucose (5) ＋ ＋ － 
Fructose (5) ＋ ＋ － 
Syringate (2) ＋ ＋ ＋ 
3,4,5-Trimethoxybenzoate (2) ＋ ＋ ＋ 
Sinapic acid (2) ＋ － － 
※３株いずれも資化しないもの：methane, trimethylamine (5), methylamine (5), benzoate (5), 
phenol (0.5), gallate (2), feruric acid (0.5), anisol (2), phloroglucinol (2), 4-hydroxybenzoate (2), 













































































表３－８ Methylmercaptan と Dimethyl sulfide の酸化における化学量論の検討 
Strain MTS5 TDS2 SDN4 
Electron donor Methylmercaptan Dimethyl sulfide Dimethyl sulfide 
Electron acceptor Sulfate Sulfate Nitrate 
Substrate consumed (mmol/L) 4.35 4.06 5.32 
Cell dry wt formed 
(mg/L) 
11.4 24.4 ND 
Electron acceptor reduced 
(mmol/L) 
2.97 5.51 4.59 
Sulfide produced 
(mmol/L) 
7.08 9.40 3.32 
Substrate assimilated 
(mmol/L) 
0.31 0.34 ND 
Substrate dissimilated 
(mmol/L) 
4.04 3.72 ND 
mol of sulfate consumed / mol 
of substrate dissmilated 
0.74 1.48 ND 










Morphology Irregular cocus; 0.3-0.7 mm in diameter  
nonmotile 
Growth temperature 12 - 35 ℃      Topt = 30 ℃ 
Growth pH 6.1 – 8.0     pHopt = 6.9 – 7.5 
Salt requirement NaCl : 35 ~400 mM 
MgCl2 : 7.5 ~ 20 mM 
Growth requirement p-aminobenzoate and vitamins (not identified) 
Carbon source for growth methylmercaptan, dimethylsulfide, acetate, methanol, formate, 







Metylmercaptan Energy yield per molar substrate (kJ) 
MTP4 with methanogenesis -36.9 
MTS5 with sulfate -47.3 
Dimethylsulfide Energy yield per molar substrate (kJ) 
MTP4 with methanogenesis -73.8 
TDS2 with sulfate -92.2 


















































Environmental / Ecosystem Industrial applications
Fresh and Marine mud Methane Fermentation
Degradation of methylated sulfur compounds
Effect of methylated sulfur compounds
Sulfate reducer competition
Inhibition of sulfate reduction
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